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Beschreibung 

[0001] Es wird ein Verfahren zur Herstellung von IFN-beta in einer animalen Wirtzelle beschrieben. Das in hoher 
Ausbeute aus dem Zelluberstand isolierte IFN-beta besitzt eine spezifische Aktivitat von ca. 3.8 x 10^ lE/mg Protein. 
5 Biologische und Immunologische Tests zeigen, daB das isolierte IFN-beta vy/eitestgehend nnit dem naturlichen IFN-beta 
identisch ist. Das mit dem beschriebenen Verfahren hergestellte IFN-beta ist zu 95% glykosyliert, wobei die Glykosy- 
lierung in Struktur und Sequenz weitgehend mit der von natiirllchem IFN-beta ubereinstlmmt, ohne jedoch mil ihr 
identisch zu sein. 

[0002] Interterone stellen eine Gruppe antiviral wirksamer Polypeptide dar, die als Folge eines Kontaktes mit exo- 
10 genen Induktoren (beispielsweise Viren, Nukleinsauren, bestimmte Antigene) von den betroffenen Zellen geblldet v^er- 
den. Eine Untergruppe bilden die Beta-lnterferone (IFN-beta), die hauptsachlich von Fibroblasten gebiidet werden, 
Havell et al. (1 972) und Stewart 1 1 (1 979). Bislang sind 2 Spezles von beta- Interferon en bekannt, die einander aufgrund 
ihrer immunologischen Eigenschaften ahnein, so daB monoklonale, neutralisierende Antikorper isoliert werden konn- 
ten, die beide Interferone gleiclhemriaBen inaktivieren s. Zilberstein et al. (1986). Hingegen gibt es keine Kreuzhybh- 
15 disierung von IFN-bcta-2 mP.NA mit rroben von lrN-beta-1 cDNA in RNA-Gel-Biot-Hybridisierungsexperimenten und 
umgekehrt, Sehgal et al. (1980). 

[0003] IFN-beta-1 aus humanen diploiden Fibroblasten (FS-4), in der Folge als IFN-beta bezeichnet, befindet sich 
bereits seit geraumerZeit im klinischen Einsatz. Es wurde bereits 1 983 vom Bundesgesundheitsamtfurdie Behandlung 
schwerer lebensbedrohender Virusinfektlonen zugelassen. Auf Grund seiner Wirksamkeit und wegen des Mangels an 
20 anderen breit wirksamen Virostatika hat es sich in vielen Fallen als Mittel der Wahl erwiesen. 

[0004] Da jedoch die Herstellung auf der Basis normaler, nichttransfonnjerter diploider Fibroblasten den Einsatz 
rarer und teurer Rohstoffe sowie die VenA/endung kostenintensiver Zellsubstrate erfordert und da der Rationailsierung 
des Vertahrensablaufs enge Grenzen gesetzt sind, schrankt der hohe Preis des Medikaments den klinischen Einsatz 
stark ein. 

25 [0005] Diese Situation hat schon sehr fruh die Suche nach alternativen Herstellungsmethoden stimuiiert und war 
damit einer der wichtigsten Antriebe fur die Entwicklung moderner gentechnologischer Verfahren ubertiaupt. Die Ein- 

schleusung des Gens fur das humane IFN-beta in heterologe Wirtszellsysteme lag als einzige echte Alternative zu 
klassischen Optlmierungsverfahren nahe, da deren Erfolgsaussichten aufgrund physiologischer Barrieren enge Gren- 
zen gesetzt zu sein scheinen. 

30 [0006] Von den drei prinzipiellzur Verfugungstehenden Gruppen von Wirtszellsystemen, Prokaryoten, niederen und 
hoheren Eukaryoten wurde zunachst auf Grund des Standes derTechnIk sowie der extrem niedrlgen Herstellungsko- 

sten allgemein dem bakteriellen Wirtssystem Escherrchia coli (E.coli) der Vorzug gegeben. 

[0007] Trotz der hohen Erwartungen, die in dieses Produktionssystem gesetzt wurden, ist es bisher nicht gelungen, 
die groBen Mengen Roh-IFN-beta, die sich mit dieser Methodik herstellen lassen, im technischen MaBstab aufzuar- 
35 beiten, Taniguchi et al.(1980) und Goeddel (1980). Die Hauptursache fiir diese Schwierigkeiten liegt darin, daB das 
Rohmaterial in denaturierter Fonn als inclusion-bodies in der Wirtszelle vorliegt. Dies ermoglicht zwar eine effiziente 
Trennung von Bestandteilen der Wirtszelle, aufgrund der Probleme In der weiteren Aufarbeitung (Schwerloslichkeit, 
Auftreten falscher Schwefelbriickenbindungen) waren bisher jedoch die Ausbeuten an klinisch einsetzbarem Material 
sehr gerlng. Zu der teilweise mangelnden Wirksamkeit. die vennutlich auf Konfomiationsanderungen infolge Denatu- 
re rierung oder nicht korrekt gebildeter intrachenarer Schwefetbrucken beruht, Lawn et al. (1 981), kommt die Tatsache, 
daB das Produkt im Gegensatz zu der natiirlich vorkommenden Fomri nicht glykosyliert ist. 

[0008] Vor diesem Hintergrund ergab sich zunehmend die Notwendigkeit, die Entwrcklung eukaryotischer Expres- 
sionssysteme voranzutreiben, die es eriauben auch heterologe Genprodukte komplexerer Struktur durch korrektes 
"processing" in weitgehend authentischer Form herzustellen. Systeme dieser Art sind im LaufederZeit von einer Reihe 
^5 Autoren beschrieben worden, Reyes et al. (1982). M it rani- Rose nbaum et al.-(1983), Smith et al. (1983), McCormtek 
et al. (1984), Chemajovsky et al. (1984), Fukunaga et al. (1984), Page et al. (1985). 

Konstruktionsprlnzip 

100091 toiaenacn wira a\c KonstruKtion emor nouen /e\un\c BIG ^ilto aemecnnoioqiscno'' Mothoden oescnno 
uiu ub uriduui. in vergieicn /u iier Kommiichen Metriooen grof3e Mengen eines mit der natuhichen Substanz 
weilgehena laeniiscnen. nativen Hrodukts /u wesentlich geringeren Kosten herzustellen 

Wirtszellinie 
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[0010] Als Wirls/cliiniC w./ar nir v:^^ V ' .i.^re:-: ''*bC)::c^c'- cvc c m Volume dcf [jerMiar^cntcn CHG-Linie 
ch nGso hamstc^ ovary) gcwan t 
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Vektoren 
Interleron-Gen 

5 [0011] Als Ausgangsmaterial diente der Plasmid-Vektor pBR 13, der das genomische IFN-beta Gen enthalt. Ein 
definierter Abschnitt dieser genomischen DNA wurde nach den von Maniatis et al. (1982) beschriebenen Methoden 
verkurzt und mit einem bereits bekannten Vektor (pS\/d2-3) rekonribiniert. 

Promotor 

10 

[0012] Einen weiteren wichtigen Schritt bildete die Auswahl eines geeigneten Promoters zur Regulation der Expres- 
sion. Gegenuber der Moglichkeit induzierbare Promotoren einzusetzen, Hauser et al. (1982) und Brlnsteretal. (1982), 
wurde dem von Mosthaf et al. (1985) beschriebenen starken konstltutiven Promotor von SV 40 den Vorzug gegeben, 
der zudem noch eine enhancer Region enthalt. Die eigenen nachteiligen Erfahrungen mit induktionsabhangigen Pro- 
15 duktionsverfahren (negative Ruckkopplung; Cytntoyizitat) auf der einen Soitccov.'iG die Moglichkeiten, uietindererseits 
permanente Fennentationsverfahren selbst fur obligat adharente Zeilkulturen bieten, fiihrten zu dieser Entscheldung. 
Das weiter unten detailliert beschriebene Konstrukt wurde pSVIFNAsu genannt. 

Selektion 

20 

[0013] Zur Selektion und Amplifikation in Richtung auf eine hoch exprimierende Zellinie wurde das DHFR-Gen ge- 
trennt in einem zweiten Plasmid pAdD26SV(A)-3 eingefuhrt. Letztere emioglicht durch die Wechselwirkung des eige- 
nen Adenopromotors mit der enhancer- Region des SV 40 Promoters (s.o.) die Selektion auf IFN-beta Expression. Im 
vorliegenden Konstrukt wurde, wie erwartet, die gemeinsam transfizierte DNA in enger Nachbarschaft Integriert. 

25 

Transfektion 

[001 4] Der oben beschhebene Expressionsvektor, der regulatorische Sequenzen und das Strukturgen enthielt, sowie 

das Selektionsplasmid, das die Defizienz der Zellinie repariert, wurden gemeinsam in einem experimentell ermittelten 
30 optimalen Mischungsverhaltnis nach einer Calciumphosphat-Prazipitationsmethode transfiziert. 

Amplifikation, Klonierung und Zellbank 

[0015] Interferon exprimierende Klone aus dem Transfektionsansatz wurden mit einem zuerst von Kaufman et al. 
35 (1985) beschriebenen Verfahren uber mehrere Stufen der Methotrexat-Konzentration ohne Zwischenselektlon auf 
hochproduzierende Kolonien ampiifiziert, anschlle3end kloniert und uber sehelle Passagen eine ausreichende Zellzahl 
erhalten, die nach den ubiichen Methoden der Konservierung als Stammzellbank in fliissigem Stk:kstoff eingelagert 
wurden. 

40 Ergebnisse 

Rohstoffproduktion 

[0016] Die auf dem beschriebenen Wege erhaltene Zellinie mit der Laborbezeichnung BIC 8622 (BIC, ECACC Ein- 
45 gangs-Nr. 87040301) sezerniert nach Konfluenz in ubiichem Zellkulturmedium (modified Eagle's MEM mit Earle's Sal- 
zen) supplementiert mit 1-5 % NCS bzw. FCS in stationarer Kultur in Multitrays (NUNC) wie im Femienter auf Mikro- 
tragern (Cytodex III, Phannacia) konstitutiv zwischen 04 und 1,6 * 10® Internationale Einheiten an IFN-beta pro Tag 
in einem Liter Kulturuberstand 

• 'nroicnGrung 

[0017] Die .Anreicher-jng crtclgt liber Ausorpiiori aii emeri Suii'opropyi-Kaiionenaustauscher und anschlieBende Im- 
munsorplion an AntI- IFN-beta-Sepharose (Celltech. Slough). Da dicsc Immunsorptionsmalrix monoklonale Antikorper 
gegen natives Fibroblasten-lnterferon enthalt. ist die Adsorption und Desorption unter den vom Hersteller fur die Im- 
55 munbindungsreaktion optimierlen Bedingungen ein Hinweis auf die Identitat des synthetisierten Molekuls. der mit Hilfe 

cines unlcr Bonut/unc; dc gleichc^ Artikorpor cntwickcltcn tLJSAs cuantifi/icr werdcn Kcnntc Als wciterer Reini 
^;urqsschntt sc^^hcBt £!ch a^.c ^^i C-Gcliitrat cn E^'ttcnur-q vo'" Bcqioitstoflon nioderon und ^ohorcn Molekular- 
qewichls an 
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Charakterisierung 
Biologische Wirkung: 

5 [0018] Der fur den Nachweis von naturlichenn IFN-beta aus FS-4 Zellen entwickelte Bioassay, der die antivlrale 
Aktivitat ausnutzt, indem er die Hemmung des cytopathischen Effekts von murinenn Encephalomyocarditis-Virus (EM- 
CV) auf eine Indikatorzellinie (FS-4) quantifiziert, modifiziert nach Havell et al, (1972), ist ohne Einschrankung auch 
fur den Nachweis des IFN-beta aus BIC-Zeilen verwendbar. Die mit diesem Test und der Proteinbestimmung nach 
Lowry et al. (1951) ermittelte spezifische Aktivitat entsprlcht mit 2-3 * 10^ IE im Rahmen der MeBgenauigkeit den fur 

10 FS-4 Interferon ernnittelten Daten. 

Immunologische Charakterisierung: 

[0019] Neben der Immunaftinilatschromatographie, die zur Anreicherung des IFN-beta aus BIC diente, wurde mit 
15 Hilfe eines neu entwickelten ELISA und mitteiR Immijnhiottlng-Technikep. dor Nachweis vveitgehenuer Ubereinstim- 
mung in den molekularen Eigenschaften des naturlichen und des rekombinanten IFN-beta gefuhrt. Bel den verwen- 
deten Antikorpern handelt es sich unn monoklonale aus Maus Hybridomen (MAK BO-2, Celltech) und polyklonale IgG 
von derZlege (Rega Institut, Leuwen). 

20 Protelnchemische Charakterisierung: 

[0020] Die mit Immunologischen Methoden ermittelten Daten wurden durch die Aminosaurenanalyse und die Se- 
quenzierung von 15 N-terminalen Aminosauren erganzt. Dabei lieBen sich keine Unterschiede zwischen naturlichem, 
Knight et at. (1980) und rekomblnantem IFN-beta nachwelsen. Die Untersuchung des Kohlenhydratanteils ergab fur 
25 das rekombinante IFN-beta eine weitgehend einheitliche Glykosylierung, wahrend das natur1k:he IFN-beta eine Koh- 
lenhydratheterogenitat aufweist. 

Experimenteller Tell 

30 [0021] 



Materialien: 

E.coli K12 DH 1 (DSM 4079) Diese Zellinie ist durch Mutagenese und Selektion auf 

CHO DDK DHFR-BF (ECACC Eingangs-) Nr. 87041401 ) Abwesenheit der Dihydrofolatreduktase aus der Linie 

CH0-K1 (ATCC CCL 61 ) hervorgegangen, Uriaub et al. 

(1980). 

pBR 13: (DSM 4074P) Bei diesem Plasmid handelt es sich um ein Derivat des 

Klonierungsplasmids pBR 325, Bolivar et al. (1977), in 
dessen einzige Eco Rl-Schnittstelle ein 1.83 kb langes 
DNA-Fragment eingesetzt ist. Dieses Fragment ist in 
dem Cosmid pCos IFN-beta enthalten (Gross et a!., 
1981), das seinerseits Teil einer Cosmid-Bank aus 
menschlicher Plazenta-DNA ist. 

pSVd2-3: (DSM 4075P) Dieses Plasmid ist ein Derivat des Klonierungsvektors 

pAT 153, das Sequenzen aus dem eukaryontischen 
DNA Virus SV 40, Fiers et al. (1 978) enthalt. 
Ausgangsplasmid zurKonstruktion derentsprechenden 

jcs uinvarotoiatrGaukiase-Gens der Maus. buDramani 

^^^fc' , Jic vorwenacte ModitiKation aeb 
Exprcssicnsvcktors pSV wurde von rlemi Di u 
HuylcbroGck hcrgestelll und ist im wcsentiichen in dor 
Arbeit von Fransen et al. (1985) beschrieben. 



55 
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(fortgesetzt) 



Materialien: 


pAdD26SV(A)-3: (DSM 4076P) 


Plasmid Derivat, das aus der Deletion eines 1.1 kb 
langen DNA Fragments aus denn Klonierungsvektor 
pBR 322 hervorgegangen ist, Lusky et al. (1981). 
Weiterhin ist in denn Plasmid das 
Transkriptionsinitiations-Signal (Adenovirus major late 
promoter) aus dem eukaryontischen DNA Virus Adeno 
2 enthalten sowie die cDNA des Dihydrofolatreduktase- 
Gens aus der Maus, das Polyadenylierungssignal und 
ein 200 bp langes Fragment mit dem Ursprung der 
Replikation aus SV 40, (Kaufman et al. 1982a). 



10 



15 



Exoressionssystem 



20 



25 



30 



35 



40 



[0022] Das verwendete Expressionssystem stutzt sich auf eine Zellinie aus Eierstockzellen des chineslschen Zwerg- 
hamsters (CHO, ATCC CCL 61 CH0-K1), die durch Mutagenese defizient fur das Enzym Dihydrofolat-Reduktase 
gemachtwurden. Uriaubet al. (1980). Durch Inkubation eines Calciumphosphat-Prazipitats von DNA mit diesen Zellen 
Ist es moglich, in einer sehr geringen Haufigkeit die Aufnahme dieser DNA in die Zellen zu errefchen, Graham et al. 
(1 973). Die so in die Zellen eingebrachte DNA wird meist verknupft und in das Genom der betreffenden Zelle eingebaut. 
Dort wird sie ausschlieBlich im Zuge der zellularen DNA-Replikation oder durch im Zellgenom ablaufende Rekombi- 
nationsvorgange vermehrt oder verandert, verhalt sich also wie ein integraler natiirlicher Bestandteil des zellularen 
Genoms. Im speziellen Fall wurde ein Expressionsplasmid zur Expression des menschllchen IFN-beta Gens und durch 
Anbieten in Mischung auch ein Plasmid zur Expression des cDNA Dihydrofolatreduktase Gens aus der Maus in die 
CHO Zellen eingebracht. Der Status des Expressionsplasmids laBt sich mit Hilfe der sog. Southern Blot-Technik fest- 
stellen. Dazu wird die zellulare DNA mit Restriktionsendonukleasen gespalten und auf einem Agarosegel in einem 
elektrischen Feld aufgetrennt. Die DNA Spaltstucke werden dann an eine Nylon-Filtermembran gebunden und durch 
DNA-DNA Hybridisierung mit radioaktiv markierter Plasmid DNA detektiert. 

Isolierung des Interferon-beta-Gens 

[0023] Als Ausgangsplasmid zur Isolierung von DNA-Restriktionsf ragmenten mit dem I FN-beta Gen diente das Plas- 
mid pBR 13. Zur Herstellung dieses Plasmids, wurde ursprunglich die fur IFN-beta codierende mRNA aus FS 4-Fibro- 
blasten in cDNA iibersetzt und durch Hybridisierung mit komplementarer genomischer DNA ein das IFN-beta-Gen 
enthaltendes Cosmid pCOSIFN-beta aus einer Genbank (Humanplazenta) isoliert. Durch Spaltung des Plasmids pBR 
13 mit der Restriktionsendonuklease Eco Rl wurde zunachst das Fragment mit dem IFN-beta Gen aus pCoslFNbeta 
freigesetzt und anschliefBend nach Isolierung desselben durch weitere Spaltung mit den Restriktionsendonukleasen 
Hinc It, bzw. Nco I und Hind Ml kleinere DNA-Stucke mit dem IFN-beta Gen gewonnen. 

Konstruktion der Expressionsplasmide 



45 



55 



[0024] Fur die Konstruktion des Plasmids zur Expression von menschlichen IFN-beta wurde ein Expressionsvektor 
mit der Bezeichnung pSVd2-3 verwendet. Die funktionalen Komponenten dieses Vektors gewahrleisten eine autonome 

DNA Replikation in E. coli sowie die Selektion der E. coli Zellen mittels Ampicillln (Ursprung der Replikation des Trans- 
fer-negativen Plasmids pAT 153 und des [^-Lactamase Gens). Die Komponenten, die fur eine Funktion in eukaryonti- 
schen Zellen bestimmt sind, bestehen aus der Promotor-Enhancer Region der fruhen Gene des Virus SV 40 zur In- 
itiation der Transkription der nachgeschalteton Gene sowie der de? Pctvadcnyliorunqssiqnats dc? SV 40 Virus /urr 

- ■ ■' : r'.i. • -r^A ..: A ■ .;ufcu;/iu? oo' e.nu suicfie csignaisequen/ 

t't-iien sollto /wiscnen acm Signal /ur ■ ransKriptionsinitiation una ac' ^-riivadenvMGrunqsseauen? befinaen sich meh 
L crynmeiiscn cr/cugic tifKcnnungs uno i^paitsequenzen lur HestriKlionsenaonukleasen zum fcinsetzen von zu 
cxprimicrender DNA Die Spdiibielie der Nukiease Xoa I wurde zur Klonierung der humanen IFN-beta DNA in diesen 
Vektor gewahlt Dazu wurde der Vektor mit Xba I gespalten, Aus dem Plasmid pBR 13 wurde zunachst ein Eco Rl 
Fragment mit IFN-beta Gen und aus diesem weiter ein Ncol - Hind Ml Subfragment mit IFN-beta Gen isoliert. Die durch 
die Spaltung mit den Restriktionsendonukleasen entstandenen uberhangenden Einzelstrang-DNA Enden wurden 
^jrch Irikjbrttion ml N.A cosic-'riphcschalor una der CNA-Po^y^^c^risci aus E cob aufgofullt. An die so cr/cugten 
.;i.i:tc'^ DNA E ndcn dos rrrigmenteb wuraon -.un syntnciisch hcrgcstcHle Oiigonuklcotide mit dor Erkennungssequenz 
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der Restriktionsendonuklease Xba I enzymatisch angehangt. Uberschussige Oligonukleotide wurden durch Inkubatlon 
mit der Nuklease Xba I enfternt und es wurden dadurch gleichzeitig uberhangende Einzelstrangenden geschaffen, die 
zu denen der Vektor-DNA komplementar waren. Die Vektor DNA und die IFN-beta DNA wurden enzymatisch zusann- 
mengefugt und in E. coll Zellen eingebracht. Die Zellen mit IFN-beta DNA wurden durch DNA-DNA Hybrldisierung 

5 identifiziert und zur Reinigung groBerer Mengen Plasmid-DNA herangezogen. Diese Plasmid-DNA wurde durch Spal- 
tung mit verschiedenen Restrlktionsendonukleasen charakterisiert und jenes Plasmid zum weiteren Vorgehen ausge- 
wahlt, und als pSV IPN Nco (DSM 4077P) bezeichnet, das den Erwartungen entsprach. Das Plasmid pSV IFN Nco 
wurde dann partiell mit dem Enzym Xba I gespalten und die Spaltstucke gelelektrophoretisch aufgetrennt. Die dem 
linearen Plasmid entsprechende Bande wurde nach Anfarbung mit dem Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid und 

10 Sichtbarmachung unter UV-Licht ausgeschnitten und die DNA isoliert. Die isolierte DNA wurde dann mit der Nuklease 
Asu II inkubiert und danach enzymatisch zum Ring geschlossen. Aus dieser Vorgehensweise resultierte die Deletion 
eines Xba I - Asu II Fragmentes aus dem ursprunglichen Expressionsplasmid pSV IFN Nco. Das so hergestellte Ex- 
pressionsplasmid wurde pSV IFN Asu (DSM 4078P) genannt und zur Transfektion einer Dihydrofolatreduktase defi- 
zienten CHO-Zellinie eingesetzt Zellen, die mit diesem Expressionsplasmid pSV IFN Asu transfiziert worden sind und 

15 seine DNA in das Zellgenom integriprt haben, werden zur Bildung einer mRNA ver cirilaBt, die aus einem 60 Nukleotide 
langen Abschnitt von SV 40 spezifischen Sequenzen und daran angeschlossen nahezu der authentischen IFN-beta 
mRNA besteht. Diese mRNA wird von dem Proteinsynthese-Apparat der Zelle in ein IFN-beta Protein ubersetzt, das 
in seinem amino-terminalen Bereich und in seiner Aminosaurezusammensetzung dem naturlk^hen IFN-beta Protein 
aus humanen Fibroblastenzellen entspricht und im Gegensatz zu dem in E. coli produzierten Protelnen glykosyliert ist. 

20 [0025] Aus den eingesetzten DNA-Spezies und der Konstruktionswelse des Expressionsplasmids pSV IFN Asu ISBt 
sich die Primarstruktur der mRNA ableiten, die in eukaryontischen Zellen, die dieses Plasmid in ihr Genom integriert 
haben, gebildet wird. In Abb. II ist die Struktur des Expressionsplasmids mit detailliertem Ausdruck der relevanten 
Schnittstellen wiedergegeben. Eine Ubersetzung der Nukleotidsequenz mit Hilfe des genetischen Code in eine Ami- 
nosauresequenz ergibt die Primarstruktur, des authentischen IFN-beta aus menschllchen Zellen, Tavernier et al. 

25 (1984). 

Transfektion 

[0026] Das Einbringen der Expressionsvektor-DNA in die CHO-Zellinie erfolgte im wesentlichen nach einer Methode 
30 von Graham et al. (1 973) beschrieben und von Wigler (1 979) modifizierten Methode. Im Prinzip wird bei dieser Methode 
den Zellen DNA angeboten, die aus einer Losung mit CaP04 als Coprazlpltat ausgefallt wurde. Wahrscheinllch durch 
Phagocylose wird diese DNA dann von den Zellen aufgenommen und uber noch nicht aufgeklarte Mechanismen meist 
aneinandergereiht und in das zellulare Genom integriert, Dieser ProzeB wird als Transfektion von Eukaryontenzellen 
mit DNA bezeichnet. Durch gemeinsame Ausfallung eines Vektors zur Expression des Enzyms Dihydrofolat-Reduktase 
35 mit dem eigentlichen Expressionsvektor konnen bei Verwendung von Dihydrofolat-defizienten CHO Zellen nach dem 
Transfektionsvorgang solche Zellen selektiert werden, die DNA aufgenommen und in ihr Genom integriert haben. Dies 
geschicht durch Kultivierung der Zellen in einem Zellkultur-Medium, dem Bausteine fur die Nukleinsauresynthesefeh- 
len. 

40 Amplifikation und Selektion 

[0027] Die Kultunuiberstande derso transfizierten und selektierten Zellen wurden auf beta-lnterferon-Aktivitat gepnuft. 
Die in diesem Test positiven Klone wurden einem Verfahren unterworfen, das zum Ziel hatte, die in den Zellen einge- 
brachten DNA selektiv zu vennehren und durch Erhohung der Kopienzahl der Interferon Gene eine Steigerung der 

45 beta-lnterferon-Produktion zu erreichen. Dies ist grundsatzlich nach dem Gen-Dosis-Effekt moglich. Das zu diesem 
Zweck angewandte Verfahren sieht eine Selektion der beta-lnterferon produzierenden Zellen in Kultumriedium vor, das 
den Enzyminhibitor (+)Amethopterin enthatt. Durch diesen Inhibitor wird das Enzym Dihydrofolat-Reduktase, dessen 
Gen durch die Transfektion in die CHO-Zellen oinqobracht wordon war kon/cntration?abhanqiq qohomr-t DurrH Hiosr 
* .•. - • - -■ /. ' ' • . •., ; . : • iK . . .A;-- .^.fivufL'toiHUeauKicisegens noir. 

■ i.c viMmcnrunq acf onisDrGcnoncen UNA orhont nabon [jh m soicnon DNA-Vervielfaltiqunqspro/essGn me\s\ arc 

■ t Ai'b^L 'riiuu ui.'iULvuye:. bin J ufiu uiu Unnsn/iorien uNA-bpezies meisl Denacnbart in das Genom der Zellen inte- 
nriert werden. wird dndurch gleichzeitig liuuh die Gen-Dosis oes beta-lnterferon Gens erhoht Durch stufenweise Er- 
nohung der (4 )AmGthoptenn-KonzGntration im Kulturmcdium und dazwischenliegende Selektions und Expansions- 
phasen wurde eine Zell-Mischung hergestellt. die beta-lnterferon in groBer Menge an das Kulturmedium abgibt. Aus 

55 dieser Mischung wurden durch verdunntes Aussaen der Zellen in den Kulturgefa^en und Isolierung der Zell-Kolomor 
'^i: Hit'c von Mctali/ylindcrr 'cmc L r\cn vc^ Zcucr hcgcSA'::! ^i c cbo'^talis q^c3c Vcngcn Dotrt- intcrtorcn r-in aas 
jstjrmed'urT: aDqebc 

[0028] Von OiOscn als 'BiC'-Zolicn Dc/cichnclcn Kicncf. wurcc aen cinschidgigon Rjchtlimen cnisprochend eme 
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Herstellerzellbank (= Produktlonszellbank) eingerichtet und Aliquots dieserZellen beim "Public Health Laboratory Ser- 
vice, European Collection of Aninnal Cell Cultures (ECACC)" mit der EIngangs-Nr. 87040301 hinterlegt. 

Anreicherung 

5 

[0029] Aus einer konf luenten stationaren Kultur von BIC, die der Produktlonszellbank entnomnnen wurden, wurden 
durch mehrfache Ernte im 24-Stunden Rhythnnus 15 I Kulturuberstande mit einem durchschnittllchen Interferongehalt 
von 225 000 IE/ml gepoolt und gemeinsam auf einen Kationenaustauscher (Sulfopropyl) aufgetragen. In 175 ml Eluat 
waren 3 * 10® IE enthalten, was einer Ausbeute von 83 % entspricht. Die anschlieBende Immunsorptlon an BETA 
10 RESOLUTE (R) (Celltech) ergab ein Elutionsvolumen von 112 ml, in dem mit 2,2 * 10® IE noch 72 % des Interferons 
mit einer spezifischen Aktivitat von 3.8 x 1 0® lE/mg Protein enthalten waren. Die abschlieBende Gelfiltration erbrachte 
eine Gesamtausbeute von 48 %. 

Analytik 

15 

Biologische und immunologische Charakaterisierung 

[0030] Hochgereinigte Praparationen von rekombinaten BIC-beta-IFN und naturlichen FS 4-beta-IFN wurden auf 
ihren Interferongehalt im antiviralen Bioassay gepruft. Parallel dazu wurde eine Proteingehaltsbestimmung nach Lowry 
20 durchgefuhrt. Es ergab sich fur das naturliche Material eine spezifische Aktivitat von etwa 2,7-3*10^ Intematlonalen 
Einheiten (IE) pro Milligramm Protein und fur das rekombinante Material eine Aktivitat von 3-4x10® lE/mg. Diese 
Werte entsprechen dem aus der Literatur bekannten Daten fur naturliches Interferon. Aufgrund der relativ hohen 
MeBungenauigkeit des Bioassays kann eine prazisere Bestimmung der spez. Aktivitat nach dem Stand der Technik 
derzeit nicht errelcht werden. 

25 [0031] Das Ausgangsmaterial, sowie die angereicherten und hochgereinigten Fraktionen wurden neben dem anti- 
viralen Bioassay auch einem enzymgekoppelten Immuntest (ELISA) unterworfen. 

[0032] Fur diesen Test wird die Plastikoberflache von Mikrotiterplatten mit polyklonalen anti-IFN-beta-Antikorpern 
von derZiegebeschichtet. AnschlieBend wird eine Verdunnung der zubestlmmenden Probe auf gebracht. Dasbeta-IFN 
bindet nun an die immobilisierten Antikorper. In dem nachsten Schritt laBt man diesen Komplex mit einer Losung 
30 monoklonaler anti-IFN-beta-Antikorper von der Maus reagieren. Der jetzt entstandene Gesamtkomplex wird mit anti- 
Maus-lgG-Antikbrpern, die vorher mit Meerrettich-Peroxidase konjugiert wurden, inkubiert. Nach Entfernung der un- 
gebundenen Antikorper kann durch eine Farbreaktion die Menge der gebundenen Peroxidase und damit auch die 
Menge des gebundenen beta-IFN bestimmt werden. 

[0033] Dieser Test wurde fur naturliches, aus FS 4-Fibroblasten gewonnenes beta-IFN validiert. Dazu wurden Ver- 
35 dunnungsreihen von Proben mit bekannntem Interferongehalt zusammen mit Aliquots des Intematlonalen beta-IFN 
Standards (NIH, G-023-902-527) gepruft. Es ergab sich stets eine strenge Korrelation zwischen dem Bioassay und 

dem ELISA. 

[0034] In gleichem Ma3e entsprachen auch die aus den Kulturuberstanden von BIC-Zellen gewonnenen, angerei- 
cherten und hochgereinigten IFN-Praparationen im ELISA den Werten, die parallel im antiviralen Bioassay emriittelt 
40 wurden. ZurStandardisierung dienten in alien Fallen Aliquots des Internationalen Standards Oder an diesem kalibrierte 
Praparationen. Damit konnte also gezeigt werden. da3 auch die fur den ELISA relevanten. antigenen Eigenschaften 
zwischen naturlk;hem und rekombinantem beta-IFN identisch sind. 

Sequenz/Aminosaurezusammensetzung 

45 

[0035] Das nach dem beschhebenen Verfahren hergestellte und gereinigte rekombinante IFN-beta wurde bezuglich 
seiner Aminosaurezusammensetzung und seiner Amino-terminalen Sequenz analysiert. 

[0036] DieTeilsequenzierungbis zur 15 Aminosaure wurde mitlels Fdman-Abbau in einem automatischen Gasphp 

..r-^cpr; o' ■ A:-: ' --^^ '^v- *■■ '• ■ - ■ ■.: /. :i. Jic ■ ' ufwinydanloir 

. rivHic rtvj; omo' - ■ ^^-L- ' b-Malnx qetrenni una anschiiei3ena aGteklicrl [jh? Resultat stimmt mil don von Lawn et a: 
•'"^pi ■ i-n(^ r^r ... ^ ■•^h' .' l: ^cyncK u; . :h60) puunzierien udieii uuerein. Bei aer Analyse Oer Aminosaurezu- 
sammensetzung hpi der die PTH-Amirsos.TurGn nach der iiyciiolybe uer gicichen Irennmethode unterworfen wurden 
Konnten die von Knight ct al. (1980) fur FS-4 crmittcltcn Werte auch fur das IFN-bcta aus CHO bestaligt werden. 

55 Glykosyliering 

[0037] Das nac^ ogiy^c Fyl'O' j'^.q occ 'Mf*^ --cnn-iu'-q aor Giv^^^ /• OH.ng : ■^unicanycir crf^altono Polypeptia 
wios die cjicichcn oloKiropI' orotischcn Eigcnsc^aflen untcr dcnatunercacn und nicht ocnatuicrenden Bedingungen 
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auf wie das gleichermaBen gewonnene IFN-beta aus FS-4. Die durch Glykopeptidase F freigesetzten Oligosaccharide 
wurden nach sequentiellem Abbau durch Exoglykosidase einer Methylierungsanalyse und FAB-Massenspektrometrie 
unterworfen. Dabei konnte festgestellt warden, daf3 95 ± 5 % der Kohlenhydratseitenketten blantennaren Komplex- 
Typs waren und folgende Struktur aufwiesen: 



N«uAca2-3CAltfl-4CkNAc41-2MAaal 

\ 

6 

S I 
/ Fiieal-6 

NcuAca2 -3 G al^ 1 -4 GlcN A c4 1 •2MaAa 1 
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Patentanspruche 

1. Rekombinante Zelllinie BIC 8622 (ECACC 87040301). 

15 2. Verfahren zur konstitutiven Herstellung von humanen IFN-[31 , bei dem man eine rekomhinflnte Zelllinie nach An- 
spruch 1 zuchtet und das IFN-pi aus dem Zelluberstand isoliert. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, weiterhin umfassend die Verwendung des erhaltenen humanen lFN-pi zur Herstellung 
eines Arzneimittels. 



10 



20 



4. Verfahren nach Anspruch 3 zur Herstellung eines Mittels fur die Behandlung von Virusinfektionen. 



Claims 

25 

1. Recombinant cell line BIC 8622 (ECACC 87040301). 

2. Process for the constitutive preparation of human IFN-^l , wherein a recombinant cell line according to claim 1 is 
cultured and the IFN-pi is isolated from the cell supernatant. 

30 

3. Process according to claim 2, further comprising the use of the human IFN-pi obtained for the preparation of a 
medicament. 

4. Process according to claim 3 for the preparation of an agent for the treatment of virus infections. 

35 

Revendications 

1 . Lign6e cellulaire recombinante BIC 8622 (ECACC 87040301 ). 

40 

2. Precede de preparation constitutive de I'lFN-^l humaine, dans lequel on cultive une lignee cellulaire recombinante 
selon la rcvcndication 1 et on isole riFN-(31 du surnageant cellulaire. 

3. Precede selon la revendication 2, comprenant en outre I'utilisation de l'IFN-(i1 humain obtenu pour la preparation 
45 d'un medicament. 

4. Precede selon la revendication 3 pour preparer un produit pour le traitement des infections virales. 



55 
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Abb. I 
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Abb. II 
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